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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of Item 1 of first sheet) 



Toil international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the following reas 

1. nn Claims Kos^ 14-20 , 

L-£i because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Observation: Although Patent Claims 14-20 can relate to diagnostic methods which are 
conducted on the human or animal body (See PCT Rule 39.1(iv)), these claims were searched. 



2. I I Claims Nos.: ^ . 

1—1 because they relate to parti of the international application that do not comply with the prescribed requirements to audi 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3 ^^^^| Clasns t^os * 

I— I because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box n Obsecrations where unity of Invention Is lacking (Continuation of Item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. I — I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers 
searchable claims. 



all 



2. HI a««ii »itrt»hu -»..Mh*. arched without effort fustifvingan additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3. pi As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
L-J covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. r~| No required additional search feea were timely paid by the applicant. Consequently, this international search 
I— 1 restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos J 



report Is 



Remark on Protest 



| | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 
| [ No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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A. KLASSJFI2IERUNG OES ANMELOUNGSGEGENST ANDES 

IPK 7 C12Q1/68 A61B5/15 



Nach dar International PatantkUwifikation (IPK) odar naoh der nattonalan Ktaaaffikatton und der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Raoharohiaitar Mindaatprttfatoff (KUaatfikationaayatam und Klaaaifkabonaaymbola ) 

IPK 7 C12Q A61B 



Raoharohiarto abcr nioht zum MindaatprOfatott gahOntnda Varoflentitohungan, aoweft dieaa untar dia raoharahiartan Gabiata fallan 



Wahrand dar mtamaoonaJan Raoheroha konsuttJerta ataKfroniaofta Dalanbank (Nam* dar Oatanbank und avtl. varwandata 5 



C. AUS WE3ENTLICH ANGESEHENE UNTERLAGEN 





Bazalohnung dar Veraffanttiohung, aowait arfoidarlioti untar Angaba dar in Batraoht kammandan Taila 


Bafar. Anaonioh Nr. 


X 


EP 0 818 542 A (LABORDIAGNOSTIKA 
GESELLSCHAFT HBH) 
14. Januar 1998 (1998-01-14) 
das ganze Dokument 


1-23 


A 


EP 0 554 034 A (CH0MCZYNSK1 , P.) 
4. August 1993 (1993-08-04) 
AnsprUche 1-12 


1-11,17 


A 


L0ZAN0, M.E. ET AL.: "A simple nucleic 

acid amplification assay for the rapid 

detection of Junin virus in whole blood 

samples" 

VIRUS RESEARCH, 

Bd. 27, 1993, Seiten 37-53, XP002900733 
Seite 40 

-/" 


1-5,17 



01 



Wmhmm VarOffartttichungan aind d«r Fortaatzung von Paid C zu 



8Iaha Anhang PatantfamSia 



* Baaondam Katagorion von angagabanan Varoffantiiohungan 

"A" VarotfantHohung, dim dan allgamatnan Stand dar Taohnk dafiniart, 
abar nioht aia baaondara badainaam anzuaahan iat 

•E" aitaraa Ookumant, daa jadooh arat am odar naoh dam Intomabonalan 
Anmatdadatum varOffanQtoht wordan tat 

V VartfftntSehung t dlagaaignatiat,ainan Prtoritataanapruch zwaifatian ar- 
aohainan zu (aaaan, odar dureh dia daa Varoffanttiohungadatum ainar 
andaran im Raoharohanbariotit gananntan Varoffantliohung balagt wardan 
aott odar dia aua amam andaran baaondaran Grand angagaban iat (wia 
auigafuhrt) 

*0* Varoffantilohung,dMak>hairfaioamOnd(ioha OThinbaning, 

alna Banutzung, aina AuaataHung odar andara MaJlnanman baztaht 
*P* Varoffantliohung, dia vor dam intamaoonaian Anmatdadatum. abar naoh 



T Spatara Vamffantfiohung, dia naoh dam Intamationalan Anmaldadaium 
odar dam Prioritatadatum varoffanUiaht wordan iat und mit dar 
Anmaldung nioht koHidiart, aondam nur zum Varttandnia daa dar 
Emndung zugrundaHagandan Prlnzipa odar dar tv zugrundaliagandan 
Thaona angagaban an 

*X* Va ro If antftohung 
kann altain aufgi 

arfifidanaohar fltigka* baruhand batraohtat wardan 
"Y" VaroffantHohung von baaondarar Badautamg; dia baanapmohta Erfindung 
kann nioht ala auf attindariaohar Ttbgfcalt baruhand batraohtat 
wardan. warm dia Varoffantliohung mit ainar odar mahraran andaran 
Varaffantliehungon diaaar Katageria in Varbindung gabraoht wird und 
dtoaa Varbindung fur ainan Faohmann nahaliagand mt 
Vamffantfiohung, dia MftgKad daraaban PatafltfarniUa iat 



nm angagamn an 

antftohung von baaondarar Badautung; dia baanapruohta Erfindung 
altain aufgrund diaaar Varoffantliohung nioht aia nau odar auf 
lariaohar f atigka* baruhand batraohtat wardan 



Datum daa Abaohluaaaa dar IntamaobnaJan Raoharoha 

12. November 1999 
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Nama und Peatanaohrift dar Intamatiortatan Reoharohartbahorda 
Europaiaehaa Patantamt, PM. 5618 Patantlaan 2 
NL*2280HVRIjaw$k 
Tal. (+31-70) 340-2040, Tx.31 651 aponi, 
Fax (+31-70) 340-3016 


Bavollmaehtigtar Badianatatar 
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0(FortMUung) ALS WE8ENTUCH ANQE8EH6N£ UNTERLAGEW 
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B«tr.An*pn*oh Nr. 



CHEMICAL ABSTRACTS, vol. 108, no. 13, 

28. Marz 1988 (1988-03-28) 

Columbus, Ohio, US; 

abstract no. 109113p, 

MAC DONALD, R.J. ET AL. : "Isolation of 

RNA using guanidinium salts" 

Seite 324; Spa He 1; 

XP002900734 

Zusammenfassung 

& METHODS ENZYMD. , 

Bd. 152 (Guide Mol. Cloning Tech). 1987, 
Seiten 219-227, 



1.2 



FoimbUn PCT/ISA/210 (FoftMtning von Blatt2) (AiJi 1992) 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktcnzcichcn 

PCT/EP 99/05857 



I- eld 



I Bcmer kungcn zu den Anapriichen. die sich ai* nicht rechcrchierbar crwicicn hafacn <fr ortscuunft von Punkt I aufBiatt I) 



Gcmafl Aitikcl : 7(2)a) wurdc aus fotgenden Orundcn fur bcsummic Anspruchc kcin Rccherchcnbcrichi criicilC 
1 ' ^ Cal^ie^ichmur g\ ^rmandc beauchen, zu dcrcn Recherche dte Bchorde mchi vcrpflichici ui. namtteh 

Bemerkung : Obwohl die vorliegenden Patentansprtiche 14-20 

Diagnostizierverf ahren betreffen kfinnen, die am 
menschlichen oder tierischen Korper vorgenommen 
werden (siehe PCT-Regel 39.1(iv)) # wurden diese 
I — I A ucheKr Ansprtlche recherchiert . 

I 1 ^ P „n; ch aJfTcilc dcr Internationale n Anmeldung bouencn. die den vorgeschricbcncn Anfordcrungcn jo wemg cnisprcehen. 

d&0 cine sinnvollc Internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3- D ^1 « U sich dabei um abhang.gc Anspruche handclt, die nteht enuprechend Sau 2 und 3 dcr Rcgcl 6.4 a) abgcfafit sind. 



KcJd II BcmcxkiMRcn bci manRclndcr Einheitlichkcit dcr Krfindung (l-nrtjicuun R von Punk! 2 aufBlatt I) 



Die imcrnaiionalc Rccherchcnbchordc hat fcsigcsiclh, dafl diese international Anmeldung mchrcre Erfindungcn cnthalt: 



□ Da dcr Anmcldcr aile crfordcrlichcn wisauJichcn Rcchcrchcngcbuhren rcchttciUg cnirichici hat, crs trcckt lieh dicier 
Internationale Rccherchenbcricht auf allc rcchcrehtcrbarcn Anspruchc dcr imernauonalen Anmeldung. 

□ n . flir .lie rcchcrehterbarcn Anspruchc die Recherche ohnc cincn Arbciuaufwand durchgefuhrt werden *onmc. dcr *«« 
%u£*$Z Rectar^engebiihr gcrcchifcrugi haue. hat die Internationale Rccherchcnbchordc mchi zur Zahlung c.ncr solchen 
Ocbuhr aufgcfordcri. 

□ r>. Anmcldcr nur ciniu dcr crfordcrlichcn xusatzlichen Rcchcrchcngcbuhren rcchuciiig cntrichut hai. erstrccki sich dicier 
SS^I^Stata die Anspruchc dcr imernauonaicn Anmcidung. fur die Gcbuhren cntr.chtct worden 

sind, namlich auf die Anspruchc Nr. 



d I I Dcr Anmcldcr hat die crfordcrlichcn xusauJichen Rcchcrchcngcbuhren nicht rcchtzcitig cntrichtet. Dcr ™ ic ™™™?'*?^' 

4 - I 1 SSihSIehi Jbiichrankt lich daher auf die in den Anipruchcn wiern crwahnie Erfindung; dicic in in folgcndcn Anspruchcn cr. 

faflL 



Remerkongen hinuchtlich etnes Widerspmchs 



|~[ Die zuiatxlichcn Gcbuhren wurden vom Anmcldcr unter Widcrspruch gwahlu 
j [ Die Zahlung lusaucUchcr Gcbuhren crfolgic ohnc Widcrspruch. 
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Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of Item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain ciaimsunder Article 17(2)(a) for the following reasons: 

1. rH Claims Nos.: 14-20 

L-£I because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

Observation: Although Patent Claims 14-20 can relate to diagnostic methods which are 
conducted on the human or animal body (See PCT Rule 39.1(iv)), these claims were searched. 



□ 



Claims No$~ ... , 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. Q Claims Nos 



because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box D Observations where unity of Invention Is lacking (Continuation of Item I of first sheet) 



This international Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. n As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 



searchable claims, 



2. PI Asallsearchabledamiscouldbesearcbedwimouteff 

of any additional fee. 

3. PI As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' — ■ coven only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4. I - ! No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
I— I restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos j 



Remark on Protest Q The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



INTERN Al . ^NAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 



Intet >nal Appilcation No 

PCT/EP 99/05857 



Patent document 




Publication 




Patent family 


Publication 


cited in search report 




date 




member(s) 


date 


EP 818542 


A 


14-01-1998 


AT 


1AQO II 




EP 554034 


A 


04-08-1993 


US 










AT 


1iM777 T 
144/// 1 


IK 11 1QQA 








DE 


69305652 D 


05-12-1996 








DE 


69305662 T 


27-02-1997 








ES 


2095565 T 


16-02-1997 








JP 


2679929 B 


19-11-1997 








JP 


5344886 A 


27-12-1993 



INTERh.*nONAL SEARCH REPORT 



tnte ional Application No 

PCT/EP 99/05857 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

IPC 7 C12Q1/68 A61B5/15 



According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 
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"O" document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

*P* document published prior to the international filing date but 
later than the priority date claimed 



T later document published after the international fOtng date 
or priority date and not in conflict with the application but 
cited to understand the principle or theory underlying the 
invention 

"X" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"Y* document of particular relevance; the claimed invention 

cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skitled 
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MAC DONALD, R.J. ET AL.: "Isolation of 
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abstract 

& METHODS ENZYMD. , 

vol. 152 (Guide Mol. Cloning Tech), 1987, 
pages 219-227, 



1,2 



INTERNATIONAL** RECHERCHENBERICHT 



iMcrnauonaics Akicnzcichcn 

PCT/EP 99/05857 



Kcld I Bcmcrkungcn 7.11 den Ans| 



pruchen. die sich als nicht rcchcrchicrbar crwicscn baben <§-ortscttuni? von Punkt I aufBlatt I) 



Gcmafl Arl.kcl : 7(2)») wurdc au* folgcndcn Grundcn fur ocst.mmic Anspruchc ken Rccherchcnbcnchi crueUu 



'• S wcTsTs^auf o&££dc bem-hen. zu dcrcn Recherche d,c Bchordc mcht vcrpflichicl «. namlieh 

Beme rkunq : Obwohl die vorliegenden Patentanspruche 14-20 

Diagnostizierverfahren betreffen konnen, die am 

menschlichen oder tierischen Koxper vorgenommen 
werden (siehe PCT-Regel 39.1(iv)). wurden diese 

□ . K . Ansprtiche recherchiert . 
Sctch aufTcilc dc, Nnwwhi Anmcldung bwcfac die den vorgcschncbcncn Anfordcrungcn ,o wemg .n« I precnen. 
drf anc ™n™ li micr nauonalc Recherche mchi durchgefuhrl werden kann. nambch 



3 " D SI'S £be. um abhang.gc Anspruchc handeU. drc n,cht cmsprcchcnd Salz 2 U nd 3 der Kegel 6.4 a) abgcfalU tint 



t'cJdll BcmcrkunRcn 



bci mangclndcr KtnhritUchkcit dcr Krfindung <!• ortsctzung von Punkt 2 auf BUttI) 



Die Internationale 



Rcchcrchcnbchordc hai fcstgcstclli, daO diesc international!: Anmcldung mchrcrc Erfindungcn cnthalt 



Gcbiihr aufgcfordcrt. 

stnd. nimitch auf die Anspruchc Nr. 



faflL 



Bemerkunecn hiimcbdtch eincs Widcrsonichs 



| j Die xusaulichcn Gcbuhrcn wurden vom Anmcidcr unter Widcrspruch gczahlL 
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A. KL ASSJFIZIE RUNG DES ANMELDUNGSGEGENST ANDES 

IPK 7 C12Q1/68 A61B5/15 



Nach der Internanonalen Patentklaasifikation (IPK) oder nach der nation ale n K lass rfikat ton and der IPK 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



RecherchierterMindettprutatoff (Klaasifikationeaystem und Klassrttuiticmaaymbole ) 

IPK 7 C12Q A61B 



Recherchierte aber nicht zum Mindestpruratoft gehdrende VeroffentJiehungen, towert dieaa unter die recherchierte n Gebiete fallen 



WAhrend der intemabonaien Recherche konauttierte etettroniache Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendate Suehbegriffe) 



C. ALS WESENTLtCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 



Bezeichnung der Veroffenttichung, aoweiterforderlich unter Angabe der in Betraoht kommenden Teiie 



Betr. Anspruoh Nr. 



EP 0 818 542 A ( LABORDI AGNOSTI KA 
GESELLSCHAFT MBH) 
14. Januar 1998 (1998-01-14) 
das ganze Dokument 

EP 0 554 034 A (CHOMCZYNSKI , P.) 
4. August 1993 (1993-08-04) 
Anspruche 1-12 

L0ZAN0, M.E. ET AL. : "A simple nucleic 
acid amplification assay for the rapid 
detection of Junin virus in whole blood 
samples" 
VIRUS RESEARCH, 

Bd. 27, 1993, Seiten 37-53, XPO029O0733 
Seite 40 

-/- 



1-23 

1-11,17 
1-5,17 



m 



Wetter* Veroffentfichungen aind der Forteeteung von Feld C xu 
entnehmen 



Siehe An hang PetentfarniBe 



0 Beaondere Kategorien von engegebenen Veroff enti ich ung en 

•A # Veroffenttichung, die den allgemeiiten Stand der Technic defmiert, 
aber n»ht ala beaondere bedeutaam anzueehen iat 

•E* atterea Dokument, daa jedoch erst am oder nach dem tntemabonalen 
Anmeldedatum verOffentiicht worden iat 

V VeroffentBchung, die geeignat tat, einen Prioritataanapruch zweifelhaft er- 
achetnen zu laaeen, oder durch die daa Veroffentliohungadatum amer 
anderan im Recherchenbencht genannten Veroffentliohung betegt warden 
aotl oder die aua einem anderen beaonderen Grund angegeben st (wie 
auegafuhrt) 

"O" Veroffenttichung, die atoh auf eine mundliche Often barung, 

eina Benutzung, eine Ausateihtng oder andere MaBnahmen bezieht 

*P* Verdffentfcchung, die vor dem intemabonaten Anmetdedatum, aber nach 
dam baanapruohten Pnoritatadatum verOffentiicht worden bt 



T* Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen AnmeWedatum 
odar dem Prkmtatedatum veroffentticht worden iat und rrat der 
Anmekhing nicht kottidiert, aondem nur zum Veretandnm daa der 
Erftndung zugrundeliegenden Prinzipa odor der ihr zugrunoeiiegenden 
Theerie angegeben tat 

•X* Verdrfentttchung von beaondemr Badeutung; die beanspnichte Erfindung 
kann attein aufgrund dieaer Veroffentliohung .nioht ala neu oder auf 
erfindenacher Tatigkeit beruhend betrachtet warden 

•V Varofterrthehung von beaonderer Bedaubing; die beaneproohte Erfindung 
kann nicht ala auf erfindenacher Tatigkeit beruhend betrachtet 
warden, wenn die Veroffenttichung mit emer oder mehreren anderan 
Veroffentlichungen dieaer Kategorie in Verbtndung gebracht wird und 
dteee Verbtndung f iir einen Fachmarm naheliagend tat 

a &* Veroffentlichung, die Mitglied derma ben Patentfamitte iat 
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This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 
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This REPORT consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
^ amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70. 1 6 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of _ 



1 



sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 
Certain defects in the international application 
Certain observations on the international application 
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I2SJ 


11 
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IV 


□ 


V 
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VI 


□ 


VII 




VIII 





Date of submission of the demand 

13 March 2000(13.03.00) 


Date of completion of this report 

04 September 2000 (04.09.2000) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/IPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



Irnational application No. 

PCT/EP99/05857 



1 1. Basis of the report 

1. With regard to the elements of the international application:* 
the international application as originally filed 
the description: 

pages 

pages . 

pages . 



1-17 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



El 



the claims: 

pages 

pages 

pages 

pages 



1-20,22,23 



, as originally filed 



, as amended (together with any statement under Article 19 

, filed with the demand 



21 



filed with the letter of 10 August 2000 (10.08.2000) 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/5-5/5 



, as originally filed 
, filed with the demand 



, filed with the letter of 



| | the sequence listing part of the description: 

pages _ . 

pages 

pages 



, as originally filed 



, filed with the demand 



filed with the letter of 



2 With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
1 the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

Kcsc^mSS were available or furnished to this Authority in the following language _ ""icn is. 

□ the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
| | t he language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

□ the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3 With regard to any nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
' preliminary examination was carried out on the basis of the sequence listing: 

| | contained in the international application in written form. 
| | filed together with the international application in computer readable form. 
| | furnished subsequently to this Authority in written form. 
| | furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

□ The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 



□ 

14. □ 



The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 

been furnished. 

The amendments have resulted in the cancellation of: 

| | the description, pages 

| | the claims, Nos. 

[ | the drawings, sheets/fig - — 



m This report has been established as if (some of) the amendments had not been made since they have been considered to go 
5. | — | beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).* 

I and 70. 17). 

\**Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item 1 and annexed to this report. 



t 
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Basis of the report 



Tnis report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article Hare referred to in this report as "originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments): 

CONTINUATION OF BOX 1.3 

Owing to the words selected, "and/or a buffer substance", 
all the amendments to the originally filed Claim 1 
contravene PCT Article 34 (2) (b) . 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 
Continuation of: BOX III 



Claims 14-16 and 19 concern, in the opinion of the 
Examiner, subject matter that falls under PCT Rule 
67.1(iv). Blood sampling methods naturally comprise 
surgical steps. Although the PCT Contracting States do 
not have uniform criteria for assessing such methods, the 
EPO, for example, has established jurisprudence in this 
respect (see, for example, T0182/90, T0329/94). 

Consequently, no opinion is formed on the industrial 
applicability of the subject matter of these claims (PCT 
Article 34 (4) (a) (i) ) . 



Form PCT/IPEA/409 (Supplemental Box) (January 1994) 



1 . Statement 

Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (1A) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-20 



21-23 



1-23 



YES 
NO 
YES 
NO 




2. 



Citations and explanations 

This report makes reference to the following 



1. 



documents : 



Dl: 

D2 
D3 
D4 
D5 



EP-A-0 818 542 (cited on page 2 of the 

application) 

EP-A-0 554 034 

Virus Research 27, 1993, 37-53 
CA 108, 1988, AN 108: 109113p & 
Meth: Enzymol. 1987, 152, 219-227. 



The present application does not meet the 
requirement of PCT Article 33(2) because the subject 
matter" of Claims 21-23 is not novel over the prior 

art as defined in the Regulations (PCT Rule 64.1 - 

64 . 3) . 

Products known per se (here: "stabilised blood 
sample") do not become novel because they can be 
produced by a novel method. 

Stabilised blood samples as per the present Claims 
21 and 23 are known, for example, from Dl (column 3, 
lines 31-36) and D3 (see page 40, "Handling of 
clinical samples"). D3 (loc. cit.; see also point 3 
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below) describes precisely a blood sample as per 
Claim 22. 

3. The subject matter of Claims 1, 14, 17, 19 and 20 
and of their dependent Claims 2-13, 15, 16 and 18 
appears to be novel over the known prior art (PCT 
Article 33(2)) but not to involve an inventive step 
(PCT Article 33(3)). 

The closest prior art results from the state of 
affairs discussed on page 1, paragraph 2, of the 
present description, describing vessels suitable for 
blood sampling and containing sutstances such as 
citrate, heparin or EDTA which have an immediate 
stabilising effect. 

The subject matter of Claim 1 differs therefrom by 
the following features: 

- the stabilising substances comprise an aqueous 
solution containing a guanidine salt, a buffer 
substance, a reducing agent and/or a detergent. 

The effect of these distinguishing features is to 
ensure that the nucleic acids contained in the 
sampled material can be stably stored from the 
moment they are sampled (page 1, paragraph 3, of the 
present description) , can be amplified by PCR and 
are no longer infectious (see page 2) . The desirable 
character of the analysis of .nucleic acids in blood 
samples has been established in the prior art (see 
e.g. Dl and the present description). 

A comparison between the wording of independent 
Claims 1 and 20 shows that only the guanidine salt 
Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 
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in combination with the buffer substance can be 
responsible for this effect (see the different 
positions of the optional conjunction "and/or"). 
This statement is also clearly supported by the 
present examples (see page 13, "Result"; page 14, 
"Result" ) . 

However, the above-mentioned distinguishing features 
have already been used for the same purpose in a 
similar method (see D3) . D3 concerns a method for 
detecting Junin virus in stabilised RNA extracted 
from whole blood by means of guanidine thiocyanate 
disintegration (see page 40, "Handling of clinical 
samples"). In one embodiment, a blood sample is 
stabilised with 8M guanidine isothiocyanate 
solution, 1% sarcosyl and 50 mM sodium citrate- On 
page 50, paragraph 5, it is explained that the 
immediate inactivation of viruses and nucleases 
preserves RNA integrity. The samples would then be 
storage stable for one year, non-infectious and 
amplifiable by PCR (see also page 50) . 

Should a person skilled in the art want to achieve 
the same purpose during conventional stabilisation 
carried out directly in the blood sampling vessel, 
as in the closest prior art discussed above, he 
would be prompted, in the opinion of the Examiner, 
to apply the features of D3 directly to conventional 
blood sampling vessels, to like effect. The fact 
that the suitability of the guanidine isothiocyanate 
solution for this purpose is not recognised in Dl 
would not dissuade him. In the opinion of the 
Examiner, and even taking into consideration the 
arguments put forth by the applicant, a person 
skilled in the art (in D3, page 50, paragraph 3, 
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laboratory personnel is also mentioned) would thus 
arrive at a device as per Claim 1 without being 
inventive and with a high probability of success. 

The presence of a reducing agent is a conventional 
measure (see e.g. D5, page 219, penultimate 
sentence) and does not appear to produce a 
surprising technical effect. 

(b) Claims 14, 17, 19 and 20, which refer back to the 
essential features of the solution as per Claim 1, 
therefore also fail to involve an inventive step. 

(c) Dependent Claims 2-3, 15, 16 and 18 do not contain 
any features which, in combination with the features 
of any claim to which they refer, meet the PCT 
requirements for inventive step (PCT Article 33(3)). 

(d) Dl discloses only methods during which a blood 
sample is mixed with guanidine salt immediately 
after it is taken from a patient. Blood is sampled 
in an evacuated blood sampling tube containing 
guanidine thiocyanate in powder form in order to 
utilise its supposedly higher stability in this form 
in comparison with a solution (column 2, lines 34- 
37; column 3, lines 7-9) . 

D2 concerns only a solution containing guanidine 
thiocyanate, buffer for setting a pH from 4 to 6, 
phenol and a phenol-stabilising agent. This solution 
is used for homogenising and extracting biological 
samples . 

Dl and D2 therefore belong to a more remote prior 
art . 
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VII. Certain defects in the international application 



The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

1. Contrary to PCT Rule 5.1(a) (ii), the description 
does not cite documents D3 and D5 and does not 
indicate the relevant prior art disclosed therein, 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are fully 
supported by the description, are made: 

1. The features preceded by the word "preferably" lead 

to a lack of clarity regarding the scope of 
protection of the claims concerned (PCT Article 6; 
see also the PCT Guidelines, Chapter III, 4.6). 
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p -c d 08 SEP 2000 



VERTRAG UBEftlE INTERNATIONALE ZUSAliFM EN ARB EIT AUF DEM 

GEBIET DES PATENTWESENS 

PCT 

INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders oder Anwalts 
PCT1061-031 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EP99/05857 



siehe Mitteilung uber die Obersendung des internationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsbericht (Formblatt PCT/IPEA/416) 



Internationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
12/08/1999 



Prioritatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
12/08/1998 



Internationale Patentklassification (IPK) oder nationale Klassifikation und IPK 
C12Q1/68 



Anm elder 

ANTIGEN GMBH et al. 



Dieser Internationale vorlauf ige Prufungsbericht wurde von der mit der Internationale vorlaufigen Prufung beauftragte 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaB Artikel 36 ubermittelt. 



2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 8 Blatter einschlieBlich dieses Deckblatts. 

H AuGerdem lieaen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich um Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
Jnd/^ geandert wurden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 

SSSew^ Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Vervva.tungsricht.inien zum PCT) 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 1 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 
Prioritat 

Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erf inderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkert 
Mangelnde Einheitlichkeit der Erfindung 

Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der * rfinde /'^ Und der 

gewerbliche Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 



II 


□ 


III 

IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




Vlll 


H 



Datum der Einreichung des Antrags 
13/03/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 



04.09.2000 




Name und Postanschrift der mit der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behorde: 
Europaisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Thiele, U 

Tel. Nr. +49 89 2399 8643 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/05857 



i. Grundlage des Berichts 

1 . Dieser Bericht wurde erstellt auf der Grundlage (Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt auf eine Aufforderung nach 
Artikel 14 hin vorgelegt wurden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich eingereicht" und sind ihm 
nicht beigefugt, we 'll sie keine Anderungen enthalten.): 

Beschreibung, Seiten: 

1-17 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

1-20,22,23 ursprungliche Fassung 

21 eingegangen am 10/08/2000 mit Schreiben vom 10/08/2000 

Zeichnungen, Blatter: 

1/5-5/5 ursprungliche Fassung 

2. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 

□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

3. Dieser Bericht ist ohne Berucksichtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 
angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)): 

siehe Beiblatt 

4. Etwaige zusatzliche Bemerkungen: 

III. Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

Folgende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepruft, ob die beanspruchte Erfindung als 

neu, auf erf inderischer Tatigkeit beruhend (nicht offensichtlich) und gewerblich anwendbar anzusehen ist: 

□ die gesamte intemationale Anmeldung. 
EI Anspruche Nr. 14-16,19. 
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Begrundung: 

K Die gesamte international Anmeldung, bzw. die obengenannten Anspruche Nr. 14-16,19 beziehen sich auf 
den nachstehenden Gegenstand, fur den keine intemationale vorlauf ige Pruf ung durchgefuhrt werden 
braucht {genaue Angaben): 

siehe Beiblatt 

□ Die Beschreibung, die Anspruche oder die Zeichnungen (machen Sie hierzu nachstehend genaue Angaben) 
oder die obengenannten Anspruche Nr. sind so unklar, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden 
konnte (genaue Angaben): 

□ Die Anspruche bzw. die obengenannten Anspruche Nr. sind so unzureichend durch die Beschreibung 
gestutzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstellt werden konnte. 

□ Fur die obengenannten Anspruche Nr. wurde kein internationaler Recherchenbericht erstellt. 

V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 

Nein: Anspruche 

2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 

VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die intemationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



1-20 
21-23 



1-23 

1-13,17,18,20-23 
147-16?, 19? 
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VIII. Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 

Zur Klarheit der Patentanspruche, der Beschreibung und der Zeichnungen oder zu der Frage, ob die Anspruche 
in vollem Umfang durch die Beschreibung gestutzt werden, ist folgendes zu bemerken: 

siehe Beiblatt 
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Sektion I 

Die in Anspruch 21 gegenuber der ursprunglich eingereichten Fassung 
eingebrachten Anderungen stehen infolge der Wortwahl "und/oder eine 
Puffersubstanz" in ihrer Gesamtheit den Erfordernissen des Artikel 34(2)(b) PCT 
entgegen. 

Sektion ill 

Die Anspruche 14-16 und 19 beziehen sich auf einen Gegenstand, der nach 
Auffassung dieser Behorde unter die Regel 67.1 (iv) PCT fallt. Verfahren zur 
Entnahme von Blut umfassen natiirlicherweise chirurgische Teilschritte. Mag es in 
den PCT-Vertragsstaaten auch keine einheitlichen Kriterien zur Beurteilung 
ebensolcher Verfahren geben, hat doch beispielsweise das EPA eine 
Rechtsprechung in obigem Sinne etabliert (siehe z.B. T01 82/90, T0329/94). 

Daher wird uber die gewerbliche Anwendbarkeit des Gegenstands dieser 
Anspruche kein Gutachten erstetlt (Artikel 34(4) a) (i) PCT). 

Sektion V 

1 ) Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 

D1 : EP-A-0 81 8 542 (zitiert auf Seite 2 der Anmeldung) 

D2: EP-A-0 554 034 

D3: Virus Research 27, 1993, 37 - 53 

D4: CA 108, 1988, AN 108: 10911 3p & 

D5: Meth. Enzymol. 1987, 152, 219 - 227 

2) Die vorliegende Anmeldung erfullt das in Artikel 33(2) PCT genannte Kriterium 
nicht, weil der Gegenstand der Anspruche 21 - 23 im Hinblick auf den in der 
Ausfuhrungsordnung umschriebenen Stand der Technik (Regel 64.1 - 64.3 PCT) 
nicht neu ist. 
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An sich bekannte Produkte (hier: "Stabilisierte Blutprobe") werden nicht dadurch 
neu, daB sie durch ein neues Verfahren herstellbar sind. 

Stabilisierte Blutproben gemaB vorliegenden Anspruchen 21 und 23 sind z.B. aus 
D1 (Spalte 3, Zeilen 31 - 36) und D3 (siehe Seite 40, "Handling of clinical 
samples") bekannt. Eine ebensolche Blutprobe gemaB Anspruch 22 ist in D3 
beschrieben (loc. cit.; siehe auch Punkt 3, unten) 

3) Der Gegenstand der Anspruche 1, 14, 17, 19 und 20 sowie der davon abhangigen 
Anspruche 2 - 13, 15, 16 und 18 scheint in Hinblick auf den bekannten Stand der 
Technik neu zu sein (Art. 33(2) PCT), jedoch nicht auf einer erfinderischen 
Tatigkeit zu beruhen (Art. 33(3) PCT). 

Der nachstliegende Stand der Technik ergibt sich aus dem auf Seite 1, zweiter 
Absatz der vorliegenden Beschreibung referierten Sachverhalt. 

Dort sind zur Blutabnahme geeignete GefaBe beschrieben, die sofort 
stabilisierende Substanzen wie Citrat, Heparin oder EDTA enthalten. 

Davon unterscheidet sich der Gegenstand des Anspruchs 1 durch folgende 
Merkmale: 

- die stabilisierenden Substanzen umfassen eine wassrige Losung bestehend aus 
einem Guanidiniumsalz, einer Puffersubstanz, einem Reduktionsmittel und/oder 
einem Detergenz. 

Diese unterscheidenden Merkmale bewirken, daB die im Probenmaterial 
enthaltenen Nukleinsauren vom Moment der Abnahme an stabil gelagert werden 
konnen (Seite 1, dritter Absatz der vorliegenden Beschreibung), PCR 
amplifizierbar und nicht mehr infektios sind (siehe Seite 2). Die Analyse von 
Nukleinsauren in Blutproben ist im Stand der Technik als wunschenswert etabliert 
(siehe z.B. D1; vorliegende Beschreibung). 

Aus einem Vergleich des Wortlauts der unabhangigen Anspruche 1 und 20 geht 
hervor, daB fur diesen Effekt alleine das Guanidiniumsalz in Kombination mit der 
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Puffersubstanz verantwortlich sein kann (siehe unterschiedliche Position der 
optionalen Konjunktion "und/oder"). Dieser Befund wird eindeutig auch von den 
vorliegenden Beispielen (siehe Seite 13, "Ergebnis"; Seite 14, "Ergebnis") 
gestutzt. 

Die oben erwahnten unterscheidenden Merkmale wurden jedoch schon fur 
denselben Zweck bei einem ahnlichen Verfahren benutzt, vgl. dazu Dokument D3. 
D3 bezieht sich auf Verfahren zur Detektion von Junin Virus in stabilisierter RNA, 
die mittels GuanidiniumthiocyanataufschluB aus Vollbiut gewonnen wird (siehe 
Seite 40, "Handling of clinical samples"). Dabei wird in einer Ausfiihrungsform 
eine Blutprobe mit 8M Guanidiniumisothiocyanatlosung, 1% Sarkosyl und 50mM 
Natriumcitrat stabilisiert. Auf Seite 50, funfter Absatz ist ausgefuhrt, daB die 
augenblickliche Inaktivierung der Viren und Nukleasen die Integritat der RNA 
bewahrt. Die Proben seien anschlieBend ein Jahr lang lagerstabil, nicht infektios 
und PCR amplifizierbar (siehe ebenfalls Seite 50). 

Wenn der Fachmann die gleichen Zwecke bei einer konventionellen Stabilisierung 
direkt im BlutabnahmegefaB gemaB dem oben referierten nachsten Stand der 
Technik erreichen will, ware er nach Ansicht dieser Behorde motiviert, die 
Merkmale aus D3 mit entsprechender Wirkung auch direkt in konventionellen 
BlutabnahmegefaBen anzuwenden. Dem steht nicht entgegen, daB die Eignung 
von Guanidiniumisothiocyanatlosung in D1 nicht erkannt ist. Auf die 
angesprochene Weise wurde der Fachmann (in D3, Seite 50, dritter Absatz, ist 
auch von Laborpersonal die Rede) nach Ansicht dieser Behorde auch unter 
Berucksichtigung der vom Anmelder vorgebrachten Argumente ohne 
erfinderisches Zutun und mit hoher Aussicht auf Erfolg zu einer Vorrichtung 
gemaB dem Anspruch 1 gelangen. 

Die Anwesenheit eines Reduktionsmittels ist konventionell (siehe z.B. D5, Seite 
219, vorletzter Satz) und scheint in keinem uberraschenden technischen Effekt zu 
resultieren. 

b) Anspruche 14, 17, 19 und 20, die sich auf die essentiellen Merkmale der Losung 
aus Anspruch 1 ruckbeziehen, beruhen somit ebenfalls nicht auf einer 
erfinderischen Tatigkeit. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 3) (EPA- April 1997) 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EP99/05857 



c) Die abhangigen Anspruche 2 - 3, 15, 16 sowie 18 enthalten keine Merkmale, die 
in Kombination mit den Merkmalen irgendeines Anspruchs, auf den sie sich 
beziehen, die Erfordernisse des PCT in bezug auf erfinderische Tatigkeit erfullen 
(Art. 33(3) PCT). 

d) D1 offenbart lediglich Verfahren, bei denen eine Blutprobe unmittelbar nach der 
Abnahme vom Patienten mit Guanidiniumsalz vermischt wird. Das Blut wird in e.n 
evakuiertes Blutentnahmerohrchen abgenommen, in dem Guanidiniumthiocyanat 
in Pulverform vorliegt urn dessen im Vergleich zu einer Losung angeblich hohere 
Stability auszunutzen (Spalte 2, Zeilen 34 - 37; Spalte 3, Zeilen 7 - 9). 

D2 bezieht sich lediglich auf eine Losung bestehend aus Guanidiniumthiocyanat, 
Puffer zum Einstellen von pH 4 - 6, Phenol sowie einem Phenol stabilisierenden 
Agens. Diese Losung wird zum Homogenisieren und Extrahieren biologischer 
Proben verwendet. 

D1 und D2 gehoren somit zum entfernten Stand der Technik. 



Sektion VII 

1) Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D3 und D5 offenbarte einschlagige 
Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 



Sektion VIII 



1 ) Die durch "vorzugsweise" eingefuhrten Merkmale f uhren in den betroffenen 

Anspriichen zu Unklarheiten was den Schutzumfang anbetrifft (Art. 6 PCT; s.ehe 
weiters Richtlinien, C-lll, 4.6). 
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21.Stabilisie rt e Blutprobe, enthaltend ein Guanidiniumsalz und ein Reduktionsmittel 
und/oder ein Detergenz und/oder eine Puffersubstanz. 
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Gefaft zur Entnahme von Blut 

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Gefaft zur Entnahme von Blut, wobei das 
entnommene Blut insbesondere zur Nukleinsaurestabilisierung und -analytik eingesetzt 
werden soil. 

wahrend der Abnahme wird Blut herkommlicherweise in Gefaften aufgefangen. die 
bereits Antikoagulantien wie z.B. Heparin, Citrat Oder EDTA enthalten. So wird 
verhindert, daft das Blut gerinnt. So gewonnene Blutproben lassen sich langere Zeit bei 
geeigneten Temperaturen lagern. Diese Art der Blutgewinnung hat jedoch erhebliche 
Nachteile, wenn Nukleinsauren, wie z.B. (m)RNA Oder DNA analysiert werden sollen. 
FOr solche Zwecke sollten die Nukleinsauren, die in der Probe enthalten sind, am besten 
bereits im Moment der Abnahme stabilisiert werden, d.h. es solttederAbbau der 
vorhandenen Nukleinsauren, aber auch die Neusynthese von mRNA verhindert werden. 

Dieses Ziel der stabilen Lagerung der im Probenmaterial enthaltenen Nukleinsauren 
vom Moment der Abnahme an ist bei der Lagerung von Blut aus folgenden Grfinden bis 
jetzt praktisch nicht zu bewerksteliigen: 

Zellen enthalten Nukleasen, Enzyme, die Nukleinsauren zerstoren, sobald sie mit ihren 
Substraten (RNA, DNA) in Kontakt kommen. Die Wirkung zelluiarer und extrazelluiarer 
Nukleasen ist normalerweise unter physiologischer Kontrolle, solange die Zellen in ihrer 
normalen Umgebung sind. Die Entnahme von Blutfuhrtzu mehr Oder weniger starken 
Veranderungen der in den Zellen enthaltenen Nukleinsauren. Nukleasen werden dann 
innerhalb der Zellen und/oder durch die Lyse von Zellen nach aulien freigesetzt. 
Aufterdem werden Nukleinsauren mehr Oder weniger stark synthetisiert. Gerade die 
Langzeitlagerung von Blut fQhrt zur Alterung und ZerstOrung der Zellen. 

Ein weiteres Problem bei der Langzeitlagerung von Blutproben, die nach 
herkOmmlichen Abnahmeverfahren gewonnen wurden, ist die starke Veranderung des 
Probenmaterials. Solche Veranderungen wie z.B. starke Lyse von Zellen, konnen dazu 
fuhren, daft die Standardverfahren der Nukleinsaureisolierung nicht mehr mit 
befriedigender Effizienz funktionieren. 



WO 00/09746 

2 

Abgesehen von den Problemen einer stabilen Lagerung von Nukleinsauren, die im 
Probenmaterial enthalten sind, ergeben sich beim herkOmmlichen Verfahren der 
Blutentnahme weitere Schwierigkeiten. Die herkOmmlichen Antikoagulantien werden oft 
bei der Nukleinsaureisolierung nicht mit genQgender Effizienz abgetrennt und stflren bei 
der nachfolgenden Nukleinsflureanalytik, wie z.B. bei der Amplifikation mittels PCR 
(Polymerase Chain Reaction). Heparin ist z.B. ein allgemein bekannter Inhibitor der 
PCR. 

SchliefXIich ergibt sich bei der quantitativen Nukleinsaureanalytik die Frage, wie das 
gesamte Verfahren von der Probennahme bis hin zur NukleinsSuremessung unter 
standardisierten Bedingungen kontrolliert werden kann. Idealerweise soilte dem 
Probenmaterial bereits bei der Entnahme eine bezuglich Menge und Qualitat definierte 
Standardnukleinsaure zugesetzt werden, die dem gesamten Prozeli der Probennahme 
und Bestimmung unterzogen wird. Auch dies ist mit den herkOmmlichen 
Abnahmesystemen nicht zu bewerkstelligen. 

Ein weiterer Nachteil der konventionellen Blutentnahme ist die Gefahr der Obertragung 
von infektidsem Material, da bisherfurdie Nukleinsaureisolierung manuelle 
Verfahrensschritte notwendig sind. Ein Kontakt mit potentiell infektiOsen Erregern kann 
nicht ausgeschlossen werden. 

In der Literatur ist ein Verfahren beschrieben, bei dem die Blutprobe unmittelbar nach 
der Abnahme vom Patienten mit Guanidiniumsalz vermischt wird (EP 0 818 542 A1). Bei 
diesem Verfahren liegt das Guanidiniumsalz in Pulverform vor t um somit die hOhere 
Stabilitat des Guanidiniumsalzes zu nutzen. Dieses Verfahren besitzt jedoch 
gravierende Nachteile, da sich das Salz z.B. zunachst in dem zugegebenen Blut lOsen 
mu(S. Der LOsungsvorgang ist insbesondere temperaturabhangig und aufgrund des 
verwendeten, undurchsichtigen Probenmaterials nicht zu kontrollieren. Die Verwendung 
eines entspechenden Produktes fQr diagnostisch-medizinische Zwecke ist somit SulSerst 
problematisch. 

Ferner sind Nukleasen aulierst aktive Enzyme, die nur unter extrem denaturierenden 
Bedingungen zu inhibieren sind. Die Denaturierung ist abhangig von der Konzentration 
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des Guanidiniumsalzes in Losung. Eine inhibierende Konzentration von 
Guanidiniumsalz in Losung ist bei dem zitierten Verfahren nicht von Anfang an 
gegeben. Es kommt also zum unkontrollierten Abbau von Nukleinsauren wahrend des 
L6sungsvorgangs. Bei diesem Verfahren wird aulierdem auf den Zusatz von 
reduzierenden Agenzien verzichtet, ohne die eine wirksame Inhibition - insbesondere 
von RNasen - nicht gewahrleistet ist (siehe Beispiel Nr. 5). 

Die so hergestellte Probe kann aulierdem nicht direkt fur die weitere 
Nukleinsaureisolierung an Glasoberflachen verwendet werden. Die Verwendung von 
Guanidiniumsalzpulver eriaubt aulierdem nicht den Zusatz von intemen 
Nukleinsaurestandards. Solche Standards sind zur Verfahrenskontrolle und genauen 
Quantifizierung uneriaiilich. 

Der vorliegenden Erfindung lag das technische Problem zugrunde, ein GefafJ zur 
Blutentnahme anzugeben, das die Nachteile aus dem Stand der Technik nicht aufweist. 
Insbesondere soil die mit dem Gefaii entnommene Probe direkt den gangigen 
Nukleinsaureanalyseverfahren zugefuhrt werden konnen. ohne weitere 
Probenaufbereitungsschritte durchfQhren zu miissen. 

Dieses Problem wird erfmdungsgemaR gelost durch ein Gefaii zur Entnahme von Blut, 
enthaltend eine waiirige Losung mitfolgenden Bestandteilen: 

- ein Guanidiniumsalz; 

- eine Puffersubstanz; 

- ein Reduktionsmittel und/oder 

- ein Detergenz. 

Das erfindungsgemaiie GefaB besitzt folgende Vorteile: 1 . Das Blut wird bereits im 
Moment der Abnahme lysiert, indem das Abnahmegefaii bereits eine Nukleinsaure- 
stabilisierende Substanz in Losung enthaiL 2. Die Nukleinsaure-stabilisierende 
Substanz ist so zusammengesetzt, dali das Probenmaterial, insbesondere die darin 
enthaltenen Nukleinsauren unmittelbar nach Kontakt mit der Losung stabilisiert werden. 
3. Die stabilisierte Probe mud, im Gegensatz zu alien bisher Oblichen 
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Abnahmesystemen wie EDTA- oder heparinhaltigen Abnahmegefalien, nicht langer als 
infektiSses Material gehandhabt werden. 4.Die Nukleinsaure-stabilisierende Substanz 1st 
so zusammengesetzt, dali das Probenmaterial direkt in nachfolgenden 
isolierungsverfahren verwendet werden kann. 5. Die Nukleinsaure-stabilisierende 
Substanz kann bei der nachfolgenden Isolierung so effizient abgetrennt werden, daft 
eine Hemmung der PCR nicht auftritt. 6. Der Nukleinsaure-stabilisierenden Substanz 
kann ein interner Standard zugesetzt werden. Dieser erlaubt die Kontrolle des gesamten 
Verfahrens von der Probenentnahme bis hin zur Nukleinsauredetektion. 

Das in Punkt 1 genannte AbnahmegefaG besteht aus einem herkommmlichen 
Blutentnahmegefaa (Rohrchen), in das ein defmiertes Volumen einer Nukleinsaure- 
stabilisierenden Substanz gegeben wird. Das Rohrchen wird anschlieliend 
vorzugsweise mit einem definierten Unterdruck versehen, der garantiert, dad nur ein 
bestimmtes Volumen Blutwfihrend der Abnahme zuflielien kann. Das Rfihrchen kann 
mit konventionellen Methoden der Blutabnahme gehandhabt werden. Die in dem 
Rohrchen enthaltene Losung enthalt in ihrer speziellen bevorzugten AusfQhrungsform 
folgende Reagenzien : Guanidiniumthiocyanat, Triton-X-100, Dithiothreitol und ein 
geeignetes Puffersystem wie z.B. Citrat, Tris Oder Hepes. In der beschriebenen 
Zusammensetzung ist die Losung kompatibel mit dem Vakuumrdhrchen. Diese Lttsung 
kann problemlos in dem VakuumrOhrchen gelagert werden, ohne daB es zu einer 
Beeintrachtigung der gewQnschten stabilisierenden Funktion kommt. Das gesamte 
System ist insbesondere fur den Blutspender problemlos und sicher bei der 
Probennahme. 

Die Losung. enthaltend das Guanidiniumsalz, die Puffersubstanz, das Reduktionsmittel 
und/oder das Detergenz ist lagerungsstabil und verwandelt das zugefuhrte. frisch 
entnommene Blut in ein Material, das ebenfalls lagerungsstabil ist und das den 
gangigen Nukleinsaureanalysekits (wie z.B. von Roche Oder Qiagen) unmittelbar 
zugefQhrt werden kann. 



Als Guanidiniumsalz sind Guanidiniumthiocyanat und/oder Guanidiniumchlorid 
bevorzugt. 
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Vorzugsweise liegt das Guanidiniumsalz in einer Konzentration von 2,0 bis 8,0 M vor. 
Als Puffersubstanz ist Tris Oder Citrat bevorzugt. wobei der exakte pH vorzugsweise mit 
HCI eingestellt wird. Weitere mogliche Puffer sind jedoch HEPES, MOPS. Citrat- und 
Phosphatpuffer, wie z.B. PBS. 

Die Pufferkonzentration liegt vorzugsweise zwischen 10 und 300 mM, besonders 
bevorzugt zwischen 10 und 100 mM. 

Als Detergenz ist Triton-X-100 bevorzugt. Weitere mogliche Detergenzien sind NP-40. 
Tween 20, Polydocanol Oder andere Detergenzien. 

Die Detergenzkonzentration liegt vorzugsweise bei 5 bis 30 % (w/v), besonders 
bevorzugt bei 10 bis 20 % (w/v). 

Als Reduktionsmittel ist DTT bevorzugt, wobei jedoch auch p-Mercaptoethanol, 
TCEP(Tris(2-carboxyethyl)phosphin) oder andere Reduktionsmittel einsetzbar sind. 

Die bevorzugte Konzentration des Reduktionsmittels liegt bei 0,1 bis 10 % (w/v); 
besonders bevorzugt sind 0,5 bis 2 % (w/v). 

Der pH der Losung liegt vorzugsweise bei 3.0 bis 9,0, besonders bevorzugt bei 4.0 bis 
7.5, besonders bevorzugt bei 5 bis 6. 

Der pH der Losung wird insbesondere so gewahlt, dali sich nach Zugabe des 
Probenmaterials ein pH-Wert im Bereich von 5,0 bis 7,6 einstellt Besonders bevorzugt 
ist ein pH zwischen 6,3 und 6,9 (siehe Beispiel Nr. 8) 

Eine besonders bevorzugte Losung enthait vorzugsweise 4 M Guanidiniumthiocyanat, 
45 mM Tris/HCl, 18, vorzugsweise 15 % (w/v) Triton-X-100, 0,8% (w/v) DTT und besitzt 
einen pH von 6,0. 

Bei einer weiteren bevorzugten AusfQhruhgsform weist das Volumen zur Aufnahme der 
Blutprobe einen Unterdruck auf, der so eingestellt werden kann, das ein vorab 
bestimmtes Blutvolumen in das Gefafi eingesaugt wird, nachdem ein BlutgefaR 
angestochen wurde. Entsprechend evakuierte Gefalie sind auf dem Markt erhaltlich. 
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Das GefaiS, enthaltend das entnommene Blut, kann dann sofort der weiteren Analytik 
zugefQhrt werden Oder aberfQr einen Iflngeren Zeitraum (bis mehrere Tage) ohne 
Nachteiie fQr die Qualitat der Probe aufbewahrt werden. 

Bei dem erfindungsgemaiJen Verfahren wird das frisch entnommene Blut direkt in dem 
Blutentnahmegefas mit der oben beschriebenen LOsung in Kontakt gebracht, so dafi 
sofort sSmtliche Vorgange, die das Nukleinsauremuster der Probe verandem kflnnen, 
gestoppt werden. Die spater ermittelten Daten hinsichtiich der nachgewiesenen 
Nukleinsauren stellen daher sehr genau den Ist-Zustand zum Zeitpunkt der 
Biutentnahme dar, sowohl hinsichtiich der Mengen als auch der Arten der 
Nukleinsauren. 

Vorzugsweise entspricht die entnommene Blutmenge dem 0,1- bis 4-fachen der in dem 
GefaiX vorgelegten LOsung. Letztere betragt vorzugsweise 0 ( 5 bis 5,0 ml. Somit liegt die 
Endkonzentration an Guanidiniumsalz nach Blutzusatz bei 1,0 bis 5 M, vorzugsweise bei 
1 bis 3 M, besonders bevorzugt sind 2-3 M (siehe Bsp. 7). 

Das erfindungsgemaiie GefafJ wird vorzugsweise dann zur Biutentnahme eingesetzt, 
wenn die Blutprobe fQr die Nukleinsaureanalytik verwendet werden soli. 

Die Verwendung o.g. LOsung als Bestandteil des beschriebenen Abnahmesystems 
garantiert allein die sofortige Lyse der Zellen und simultane Stabilisierung der Probe 
durch unmittelbare Inaktivierung der Nukleasen. Oberraschenderweise kann die so 
gewonnene Blutprobe selbst bei Raumtemperatur Oder hOher Qber mehrere Tage 
gelagert werden. Das Abnahmesystem gewahrleistet aulSerdem eine 
kontaminationssichere und nicht-infektiose Handhabung von der Probennahme Qber die 
Nuleinsaureisoiierung bis hin zur Analytik. Bei den herkOmmlichen Verfahren der 
Nukleinsaureisolierung sind bisher immer zusatzliche Handhabungsschritte (wie die 
OberfQhrung der entnommenen Blutprobe in die Reagenzien zur Nukleinsaureisolierung 
usw.) notwendig, die mit einem zusatzlichen Infektionsrisiko verbunden sind. 
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Die mit dem Blutentnahmesystem gewonnene Probe 1st kompatibel mit alien gangigen 
Stanclardverfahren der Nukleinsaureisolierung. In diesem Zusammenhang besonders 
hervorzuheben sind Verfahren, die auf der Bindung von Nukleinsauren an 
Glasoberfiachen basieren, aber auch sequenzspezlfisches Binden an komplementare 
Nukleinsaure und LOsungsmittel-basierende Extraktionverfahren. 

Die beschriebene Erfindung besteht somit aus einem Blutentnahmesystem, das so 
konzipiert ist, dali folgende Bedingungen erfQIlt werden: 1 . Kontrollierte 
Probenentnahme und gleichzeitige Stabilisierung der im Probenmaterial enthaltenen 
Nukleinsauren (DNA ( RNA). 2. Probenentnahme, bei der auf den Einsatz von 
Antikoagulantien vollkommen verzichtet werden kann. 3. Die mit dem beschriebenen 
Blutentnahmesystem gewonnene Probe kann universell in alien bekannten 
NukleinsSure-lsolierungssystemen eingesetzt werden. 4. Das Blutentnahmesystem ist 
lagerungsstabil. 

Zusatzlich wurde Oberraschenderweise festgestellt, dafl die mit dem beschriebenen 
Abnahmesystem gewonnene Probe in dem GefaiS Qber ISngere Zeit ohne Degradation 
der Nukleinsfluren lagerfahig ist (siehe Beispiele 2, 3 ( 7, 8). 

Die folgenden Beispiele eriautern die Erfindung. 

Beispiel 1: 

Das Blutentnahmesystem kann in einer bevorzugten Ausfuhrungsform folgendermalSen 
zusammengesetzt sein (s. Abb. 1): Ein ROhrchen wird mit einem definierten Volumen 
der Nukleinsaure-stabilisierenden Substanz gefQIlt, mit einem definierten Vakuum 
versehen und mit einem Septum verschlossen. Das Septum ist so konstruiert, da(i es 
mit dem gangigen Probenentnahmezubehiir (KanQle usw.) kompatibel ist. Im 
vorliegenden Beispiel wurden 2,2 ml Reagenz vorgelegt und das Vakuum war so 
eingestellt, dais bei der Probennahme exakt 2,2 ml Blut zufliefien konnten. Die im 
zufliefJenden Blutstrom enthaltenen Nukleinsauren wurden unmittelbar in eine stabile 
Form Qberfuhrt. 
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Allgemeine Vorbemerkung zu den nachfolgenden Beispielen. 

Bei alien nachfolgend beschriebenen Beispielen hatte die NukleinsSure-stabilisierende 
Substanz (N-sS), falls nicht anders angegeben, folgende Zusammensetzung: 45 mM 
Tris, 5 M Guanidiniumthiocyanat (GTC), 0,8% (w/v) Dithiothreitol (DTT), 18% (w/v) 
Triton-X-100, pH 6,0. 

In alien beschriebenen Beispielen wurde die Nukleinsdure-stabilisierende Substanz, falls 
nicht anders angegeben, mit der Probe im Verhaitnis 1 zu 1 gemischt (1 Volumen N-sS 
plus 1 Volumen Probenmaterial). Eine geringere Konzentration von N-sS, z.B. 1 
Volumen N-sS plus 5 Volumen Probe, kOnnte zur Degradation von RNA fuhren. 

Fur alle Beispiele wurde Blut dadurch stabilisiert, da(J es unmittelbar bet der Entnahme 
in das mit N-sS versetzte ROhrchen gegeben wurde. 

Beispiel 2: 

Stabilitat von NukleinsSure nach Mischung von Probenmaterial und N-sS. 
Isolierung von RNA und DNA vom Probenlysat mit silikaderivatisierten Oberflflchen. 

Material und Methode: 

Das Probenmaterial fOr die DNA- und RNA-lsolierung wurde unmittelbar nach der 
Entnahme, nach Lagerung fCir 6 Tage bei 4°C und nach Lagerung fQr 1 Monat bei -20°C 
verwendet. 

Fur die Isolierung von RNA (Abb. 2) wurde der HighPure RNA Isolation Kit (Boehringer 
Mannheim, Kat.-Nr. 1828 665) verwendet. Die Beipackzettelvorschrift wurde 
fotgendermafJen modifiziert: Ein Volumen von 2,4 ml Probenlysat wurde in 4 Aliquots mit 
jeweils 600 pi auf die Sdule aufgetragen, so dafS insgesamt Probenmaterial aus 2,4 ml 
Lysat aufgetragen wurden. Alle anderen Schritte wurden entsprechend dem 
Beipackzettel ausgefQhrt. Die RNA wurde schlie&lich mit 100 pi Elutionspuffer eluiert. 
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Zur Isolierung von DNA (Abb. 3) wurde der QiaAmp Blood Kit (Qiagen-Kat.-Nr. 29104) 
eingesetzt Die im Beipackzettel beschriebene Standardprozedur wurde in 
verschiedenen Punkten modifiziert: 400 pi Probenvolumen wurden direkt auf die Saule 
gegeben, wobei das im Kit enthaltene Bindereagenz nicht eingesetzt wurde. 25 m* 
Proteinase-K-Stocklttsung wurden zugefOgt und die Probe 10 Min. bei Raumtemperatur 
inkubiert. Danach wurde die Sauie in ein Sammelgefaii gestellt und wie im Beipackzettel 
beschrieben zentrifugiert. Alle weiteren Schritte wurden, bis auf die Verwendung von 
Ethanol, wie im Beipackzettel beschrieben durchgefQhrt. Das Elutionsvolumen war 200 

Ml- 

Beispiel 3; 

Isolierung von mRNA aus Probenlysat unter Verwendung von Streptavidin- 
beschichteten Magnetpartikeln und Biotin-markiertem Oligo(dT) (Abb. 4): 

Material und Methode: 

20 ml Probenlysat wurden in ein GefaS gegeben. Die mRNA wurde nach folgender 
Methode isoliert: Zunachst wurden 30 ml Hybridisierungspuffer (20 mM Tris-HCI, 
300 mM NaCI, 6 nM Biotin-markiertes Oligo(dT) f pH 7,4) zum Lysat gegeben. Danach 
wurden 3 mg Streptavidin-Magnetpartikel (Boehringer Mannheim) zugegeben. Die 
Probe wurde gemischt und fQr 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Magnetpartikel 
wurden mit Hilfe eines Magneten abgetrennt, der Gberstand wurde verworfen. Danach 
wurden die Partikel in Waschpuffer 1 (10 mM Tris-HCI, 200 mM NaCI, 1% Triton-X-100, 
pH 7,5) resuspendiert und 3 mal mit Waschpuffer 2 (10 mM Tris-HCI, 200 mM NaCI, pH 
7,5) gewaschen (Waschschritte: Resuspension, magnetische Separation, Entfernung 
des Oberstandes). Nach dem letzten Waschschritt wurde der Gberstand komplett 
entfernt und die Partikel wurden in 20 pi dest. Wasser resuspendiert. Die Probe wurde 
far 5 min. auf 70°C erhitzt. Die Magnetpartikel wurden separiert und der Gberstand, der 
die mRNA enthielt, wurde mittels Gelelektrophorese analysiert. 
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Beispiel 4: 

Isolierung der DNA und RNA unter Verwendung einer abgeanderten Vorschrift nach 
Chomczynski und Sacchi (Analytical Biochemistry 162, 156-159 (1987)) (Beispiel fur 
eine auf LOsungsmittelextraktion basierende Methode) (Abb. 5): 

Material und Methode: 

2 ml Probenvolumen wurden aus dem Blutentnahmegefaii in ein Rohrchen Qberfuhrt. 
Danach wurden 0,2 ml einer 2 M Natriumacetat-Losung, pH 4, 2 ml Phenol (Wasser 
gesattigt) und 0,4 ml eines Chloroform-lsoamylalkohol-Gemisches (49:1) zugegeben, 
wobei nach Zugabe jeder Losung die Probe grundlich gemischt wurde. Die komplette 
Losung wurde 10 Sekunden heftig geschQttelt und 15 Minuten auf Eis inkubiert. Die 
Probe wurde 20 Minuten bei 4°C mit 10000 g zentrifugiert. Nach Zentrifugation befand 
sich die RNA in derwassrigen Phase, die DNA und Proteine in der Zwischen- und 
Phenolphase. Die wassrige Phase wurde in ein neues Gefafi uberfuhrt und mit 1 ml 
Isopropanol versetzt Zur AusfiSllung der RNA wurde die Probe fur 1 Stunde bei -20°C 
gelagert. Nach erneuter Zentrifugation bei 4*C mit 10000 g befand sich die RNA im 
Pellet. Dieses wurde in 0,3 ml Puffer (4 M Guanidiniumthiocyanat, 25 mM Natriumcitrat, 
pH 7,0, 0,5% Sarcosyl, 0,1 M 2-Mercaptoisopropanol) aufgenommen, in ein neues 1,5 
ml Eppendorf-Gefali Gberfuhrt und mit 1 Volumen Isopropanol versetzt Nach 1 Stunde 
Inkubation bei -20'C wurde die LOsung in einer Eppendorf-Zentrifuge 10 Minuten bei 
4°C zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde in 75% Ethanol aufgenommen und Ober 
Zentrifugation (Speed vac) eingeengt und getrocknet. Zur weiteren Verarbeitung wurde 
die Probe in 100 pi 10 mM Tris-HCI, pH 6,5 gelost. 

Beispiel 5 

Bedeutung von reduzierenden Reagenzien (z.B. DTT) in der Stabilisierungslosung fur 
die Langzeitstabilisierung von RNA 



Material und Methode: 
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Verwendete StabilisierungslOsung: 4.0 M GTC; 13.5 % Triton X100; 45 mM 
Tris/HCI; mit bzw. ohne 120 mM DTT. 700 pi Serum wurden mit 700 pi 
StabilisierungslOsung gemischt. Nach 2 min Inkubation wurden 20 pi MS2-RNA (0.8 
pg/pl von Roche) zugegeben. Die Proben wurden fur 180 min bei 40 °C inkubiert 
und anschlielSend in Aliquots a 400 pi mit dem High Pure total RNA Kit von Roche 
aufgearbeitet. Die Proben wurden in einem Schritt ohne Zusatz des Kit- 
Bindereagenz auf die Saule gegeben und nach Anleitung zentrifugiert. Die 
folgenden Waschschritte und die Elution der RNA in 50 pi Elutionbuffer erfolgten 
nach Anleitung. 

Die Analytik erfolgte mittels Agarosegel (siehe Abb. 6). 

Ergebnis: Ohne den Zusatz von reduzierenden Reagenzien zur StabilisierungslOsung 
kann keine Langzeitstabilisierung von RNA erreicht werden. 



Beispiel 6 

Stabilitat von freier MS2-RNA in Serum. Kinetik des RNA-Abbaus durch 
Probenkomponenten. 

Material und Methode: 

250 pi Serum wurden mit 10 pi MS2-RNA (0.8 pg/pl von Roche) gespiked und bei 
Raumtemperatur inkubiert. Sofort nach Zugabe der RNA, nach 2 min bis 50 min wurde 
der natCirliche RNA-Abbau in Serum durch Zusatz von 250 pi StabilisierungslOsung 
abgestoppt. Alle Ansatze wurden als Doppelbestimmung durchgefilhrt. Als Standard 
wurde eine Probe erst nach Zusatz der StabilisierungslOsung zum Serum mit MS2-RNA 
versetzt und parallel aufgearbeitet. 

Alle Proben wurden parallel mit dem High Pure viral RNA-Kit von Roche aufgearbeitet. 
Die Proben wurden in einem Schritt ohne Zusatz des KiNBindereagenz auf die Saule 
gegeben und nach Anleitung zentrifugiert. Die folgenden Waschschritte und die Elution 
der RNA in 50 pi Elutionspuffer erfolgten nach Anleitung. 

20 pi des Eluates wurden mittels eines 1.2 %igen nativen Agarosegeles aufgetrennt und 
analysiert (siehe Abb. 7). 
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Ergebnis: MS2-RNA ist in Serum nicht stabil. Bereits 2 Minuten nach der Zugabe 
RNA zu Seaim ist diese vollstandig abgebaut. Durch den Zusatz von 
StabilisierungslOsung zum Serum im Verhaitnis 1:1 kann dieser ProzeB sofort 
abgestoppt und eine Stabilisierung der RNA zum Zeitpunkt der Zugabe der 
Stabilisierungslosung (=Blutabnahme) erreicht werden. 



Beisplel 7 

fitabilitat von MS2-RNA in Sftmm/Stabilisiem naslfisuno: Ahhanoigkeit von derQTC 
Konzentration 



Material und Methode 

Verwendete StabilisierungslOsungen: 3 - 5 M GTC; 13.5 % Triton X100; 50 mM DTT; 42 
mM Tris/HCI 

pH der Losungen: ca. 4.0 

pH der Losungen nach Serumzugabe: ca. 6.7. 

2 ml Serum wurden mit2.5 ml der jeweiligen Stabilisierungslosungen gemischt. Nach 
einer Inkubationszeit von 2-5 min wurden 90 pi MS2-RNA (0.8 pg/pl von Roche) 
zugegeben und bei 40 'C inkubiert. In regeimaiiigen Abstanden wurden 400 pl Probe 
entnommen und mit dem High Pure total RNA Kit von Roche entsprechend Beispiel 5 
aufgearbeitet. Die Proben wurden in 50 pi eluiert und bei - 20 °C eingefroren. Fur die 
Analyse der RNA-lntegritat wurden 20 pi des Eluates auf ein 1.5 %iges Agarosegel 
aufgetragen (s. Abb. 8). 

FOr die PCR-Analyse der Proben wurden 10 pi des Eluats mittels AMV-RT (Roche) 
reverse transkribiert und anschlieliend mittels PCR auf dem Lightcycler analysiert: 



Ansatz fur RT: 4.0 pi AMV-RT-Puffer 

(42 °C fOr 1 h) 2.0 pi dNTP's ( Endkonzentration 10 mM) 

0.5 pi RNaseinhibitor (Roche, 20 units) 

1 .0 pi Primer 2827 (Endkonzentration 1 pM) 

1.9 pi DMPC-Wasser 

0.6 pi AMV-RT (Roche, 15 units) 
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10 jjI Temp!ate-RNA 
20 pi 

Die PCR wurde auf dem Lightcycler bei einer Annealingtemperatur von 61 °C unter 
Verwendung von SYBR-Green als Detektionssystem durchgefuhrt. Ansatz fur PCR: 
1 .6 pi MgCI 2 (Stammlsg. 25 mM) 

5.9 Ml DMPC-Wasser 
0.25 Ml Primer 2827 (Stammlsg. 20 mM) 
0.25 Ml Primer 2335 (Stammlsg. 20 mM) 
1 .0 Ml SYBR-Green-Mastermix (Roche) 

1 .0 Ml RT-Ansatz (1 :50 verdiinnt) 

10 Ml 

Das Amplifikat der PCR wurde vollstandig auf ein 2 %iges Agarosegel aufgetragen 
(siehe Abb. 9). 



Ergebnis: 

RNA-lntegritat nach 3 Tagen bel 40 °C: 

Das Agarosegel in Abb. 8 zeigt 20 Ml der eluierten MS2-RNA nach 3 Tagen Inkubation 
bei 40 °C. Nach diesem Zeitraum sind in Abhangigkeit vom GTC-Gehalt deutliche 
Unterschiede in der RNA-lntegritat zu erkennen. Demnach ist ein Salzgehalt kleiner 2 M 
in der Serum/StabilisierungslOsung fQr die Integritat der RNA von Vorteil. 

Amplifizierbarkeit der RNA nach 8 Tagen bei 40 °C: 

Obwohl bereits nach 3 Tagen bei 40 °C eine beginnende Degradierung der RNA 
festgestellt wurde, konnten alle RNA-Proben nach einer Inkubation von 8 Tagen bei 
40 °C amplifiziert und eindeutig nachgewiesen werden. 

Das Amplifikat der PCR wurde vollstandig auf ein 2 %iges Agarosegel aufgetragen 
(siehe Abb. 9). 



WO 00/09746 



PCT/EP99/05857 



14 



Beispiel 8 

Stabilitat von MS2-RNA in Serum/StabilisierunoslOsung: Abhanqigkeit vom pH-Wert der 
mit StabilisierunqslOsung versetzten Probe. 



Material und Methode 

Verwendete Losung: 



4 M (5 M) GTC 

14.4 o /o Triton X 100 

50 mM DTT 

45 mM Tris/HCI 



pH nach Serumzugabe zwischen 6.7 und 8.0 



2.5 ml Stabilisierungslosung wurden mit 2.0 ml Serum gemischt. Nach Zusatz von 
90 \j\ MS2-RNA (0.8 pg/pl, Roche) wurden die Proben bei Raumtemperatur 
inkubiert. In regelmaRigen AbstSnden wurde die RNA aus 500 fjl Probe mit dem 
Roche viral RNA Kit entsprechend Bsp. 6 aufgearbeitet und in 50 pi Elutionspuffer 
isoiiert. 20 |jl des Eluates wurden mittels Agarosegei analysiert (siehe Abb. 10). 



Ergebnis: 

Der pH der Serum/StabilisierungslGsung und damit auch der pH und Pufferbereich 
der Stabilisierungslosung ist fur die Langzeitstabilisierung von RNA entscheidend. 
Wahrend bei einem pH-Wert von 8.0 bereits nach 2 Tagen keine intakte RNA mehr 
nachgewiesen werden konnte, ist in einem pH-Bereich zwischen 6.6 und 7.0 noch 
nach 1 3 Tagen Inkubation bei Raumtemperatur intakte RNA nachweisbar. 
Neben dem pH-Wert ist jedoch auch eine optimal eingestellte GTC-Konzentration 
fur die Langzeitstabilisierung von RNA von Bedeutung (siehe auch Bsp. 7). Das 
dargestellte Bsp. verdeutlicht, dass fuer eine Langzeitstabilisierung von RNA eine 
GTC-Endkonzentration in der stabilisierten Probe von 2.2 M GTC besser ist als 
2.78. 



Legenden 
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Abb. 1: 

ProbenentnahmegefSIJ mit N-sS, definiertem Vacuum, mil Septum versiegelt. 
Abb. 2: 

Gelanalyse (1% Agarose) von RNA, die im ProbeentnahmegefSR unterschiedlich lange 
gelagert wurde. Spalte 1 : Isolierung unmittelbar nach Probenentnahme (keine 
Lagerung), Spalte 2: Lagerung fQr einen Monat bei -20*C f Spalte 3: Lagerung fQr 6 Tage 
bei 4°C. Die Menge der aufgetragenen RNA entsprach einem Blutvolumen von 120 pi. 

Abb 3: 

Gelanalyse (1% Agarose) von DNA, die im Probeentnahmegefaii unterschiedlich lange 
gelagert wurde. Spalte 1: Isolierung unmittelbar nach Probenentnahme (keine 
Lagerung), Spalte 2: Lagerung fQr einen Monat bei -20°C, Spalte 3: Lagerung fQr 6 Tage 
bei 4°C. Die Menge der aufgetragenen DNA entsprach einem Blutvolumen von 10 pi. 

Abb. 4: 

Gelanalyse (1 % Agarose) von mRNA, die aus 1 0 ml Blut isoiiert wurde (Spalte 2). 
Molekulargewichtsmarker (Spalte 1). Zusatzfich zur mRNA sind die rRNA Banden 
sichtbar. Die scharfen Konturen der Banden beweisen die Integritat der Nukleinsauren. 

Abb. 5: 

Gelanalyse (1% Agarose) der RNA, die aus 120 pi Blut isoiiert wurde. 
Abb. 6: 

Gelanalyse von isolierter MS2-RNA nach Inkubation in Serum/Stabilisierungs- 
losung mit/ohne DTT fur 180 min bei 40 °C. 
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Spalte 1: Positivkontrolle: MS2-RNA, Spalte2: DNA-Marker, Spalte 3,4,5: MS2-RNA 
nach Inkubation mit DTThaltiger Stabilisierungslfisung, Spalte 6,7,8: MS2-RNA 
nach Inkubation mit Stabilisierungslosung ohne DTT 

Abb. 7: 

Gelanalyse von isolierter MS2-RNA nach Inkubation in Serum fur 0-50 min 

Spalte 10,17: MS2-RNA-Standard 1 Spalte 9,16: DNA-Marker ( Spalte 7,8: Inkubation 
fur 0 min, Spalte 5,6: Inkubation fur 2 min, Spalte 3,4: Inkubation fur 5 min, Spalte 
1,2: Inkubation fur 10 min, Spalte 11,12: Inkubation fur 15 min, Spalte 13,14: 
Inkubation fur 30 min, Spalte 15: Inkubation fur 50 min 

Abb. 8: 

Gelanalyse von MS2-RNA, die nach Inkubation in Serum/Stabilisierungslosung fur 3 
Tage bei 40 °C isoliert wurde. Der GTC-Gehalt der Stabilisierungslosung nach 
Serumzugabe, in welcher die betreffende RNA-Probe inkubiert wurde, 
ist in der entsprechenden Spalte angegeben. 

Spalte 1: 2.70 M GTC, Spalte 2: 2.5 M GTC, Spalte 3: 2.36 M GTC, Spalte 4: 2.20 
M GTC, Spalte 5: 2.08 M GTC, Spalte 6: 1.94 M GTC, Spalte 7: 1.80 M GTC, Spalte 
8: 1.66 M GTC. 

Abb. 9: 

Gelanalyse der PCR-Amplifikate von MS2-RNA,welche nach 1 bzw. 8 Tagen Inkubation 
bei 40 °C in Serum/Stabilisierungsldsung isoliert wurde. 

Spalte 1: Amplifikat der nach 1 Tag isolierten RNA, Spalte 2: Amplifikat der nach 8 
Tagen isolierten RNA, Spalte 3: DNA-Marker, Spalte 4: MS2-RNA-PositivkontroIle: 
0.8 M9 in 10 pi RT,1:50 verdunnt, 1 |jI amplifiziert 
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Abb. 10: 

Gelanalyse von isolierter MS2-RNA nach 6 (Spalte 2-12) bzw. 13 (Spalte 14-19) 
Tagen Inkubation bei Raumtemperatur in Serum/Stabilisierungslosung. Hinter den 
betreffenden Spalten steht der pH-Wert, welcher nach Mischung von Serum und 
Stabilisierunslosung errreicht wurde. 

Spalte 1, 13, 20: DNA-Marker, Spalte 2: pH 8.0, Spalte 3: pH 7.7, Spalte 4:pH 7.5, 
Spalte 5:pH 7.35, Spalte 6: pH 7.18, Spalte 7,14:pH 7.07, Spalte 8,15: pH 6.94, 
Spalte 9,16: pH 6.8, Spalte 10,17: pH 6.72, Spalte 11,18: pH 6.68 und Spalte 12,19: 
pH 6.7 Die Stabilisierunsiesung der RNA in Spalte 12, 19 hatte den gleichen pH- 
Wert wie die der RNA in Spalte 11, enthielt aber 5 M GTC anstelle von 4 M. 
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Patentanspruche 

1 . Gefaft zur Blutentnahme, enthaltend eine waftrige Lcisung mit folgenden 
Bestandteilen: 

- ein Guanidiniumsalz; 

- eine Puffersubstanz; 

- ein Reduktionsmittel und/oder 

- ein Detergenz. 

2. Gefaft nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft das Guanidiniumsalz 
ausgewahlt wird aus Guanidiniumthiocyanat und Guanidiniumchlorid. 

3. Gefaft nach einem der AnsprQche 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Guanidiniumsalz in einer Konzentration von 1 bis 8,0 M, vorzugsweise 2,5 bis 
8,0 M vorliegt. 

4. Gefaft nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Puffersubstanz ausgewahlt wird aus Tris, HEPES, MOPS, Citrat- und 
Phosphatpuffer. 

5. Gefaft nach einem der AnsprQche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daft die 
Puffersubstanz in einer Konzentration von 10 bis 300 mM vorliegt. 

6. Gefaft nach einem der Anspruche 1 bis 5 ( dadurch gekennzeichnet, daft das 
Detergenz ausgewahlt wird aus Triton-X-1 00, NP-40, Polydocanol und Tween 
20. 



7. 



Gefaft nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Detergenz in einer Konzentration von 5 bis 30 Gew.% vorliegt. 
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8. Gefaft nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Reduktionsmittel ausgewahlt wird aus Dithiothreitol, p-Mercaptoethanol und 
TCEP. 

9. GefSB nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Reduktionsmittel in einer Konzentration von 0,1 bis 10,0 Gew.% vorliegt. 

10. Gefaft nach einem der Anspruche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daft der pH 
der Losung zwischen 4,0 und 7,5 liegt, vorzugsweise zwischen 4,0 und 6,5. 

1 1 . Gefaft nach einem der Anspruche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daft die 
LOsung folgende Bestandteile enthait: 

- 4 M Guanidiniumthiocyanat; 

- 45 mM Tris/HCI; 

- 15 % (w/v) Triton-X-100; 

- 0,8 % (w/v) DTT. 

wobei der pH bei 6,0 liegt. 

12. Gefaft nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daft es 
einen Unterdruck im zur Blutaufnahme vorgesehenen Raum aufweist. 

13. Gefaft nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daft es 
entnommenes Blut enthait. 

14. Verfahren zur Entnahme von Blut, umfassend den Schritt des unmittelbaren 
Einbringens des Bluts in ein Gefaft nach einem der Anspruche 1 bis 13. 

15. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daft eine Blutmenge 
entnommen wird, die dem 0,1 bis 4-fachen Volumen der Losung in dem Gefaft 
entspricht. 
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16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dali die 
Endkonzentration des Guanidiniumsalzes nach Blutzufuhr zwischen 1,0 M und 
5 M liegt, vorzugsweise 1 ,5 und 5 M . 

17. Verfahren zur Stabilisierung und/oder Isolierung von NukleinsSuren aus Blut, 
umfassend den Schritt des Einbringens von Blut in ein Gefafl nach einem der 
Anspruche 1 bis 13 und gegebenenfalls Isolierung der NukleinsSuren mit 
herkommlichen Verfahren. 

18. Verfahren nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dall der pH-Wert der 
Lfisung so eingestellt ist, daft nach Zugabe des Probenmaterials ein pH-Wert 
zwischen 4,0 und 7,5 erreicht wird. 

19. Verwendung des Gefaftes nach einem der Anspruche 1 bis 13 zur Entnahme 
von Blut, vorzugsweise beim Menschen. 

20. Verwendung einer Losung, enthaltend ein Guanidiniumsalz, eine 
Puffersubstanz, ein Detergenz und/oder ein Reduktionsmittel in einem Gefaft 
zur Entnahme von Blut. 

21. Stabilisierte Blutprobe erhaitlich durch Einbringen von Gesamtblut in ein Gefaft 
nach einem der Anspruche 1-13. 

22. Blutprobe nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dad sie einen pH-Wert 
von 4.0 bis 7.5, vorzugsweise von 6.6 bis 7.0 aufweist. 

23. Blutprobe nach Anspruch 21 Oder 22, dadurch gekennzeichnet, daft sie von 
Humanblut stammt. 
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